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               論   文   の   要   旨 
 
遺伝毒性発癌物質は DNA の変異から発癌に繋がる可能性があり、直接 DNA を傷害する化学物質には毒
性閾値が存在しない。一方、蛋白質をターゲットとして二次的に遺伝毒性を誘発する化学物質には閾値が存
在し、その一つに異数性誘発物質がある。遺伝毒性は重大な毒性であるが、閾値に基づく安全性評価ができ
る場合、その摂取許容量を設定することが可能となる。異数性誘発物質は小核試験において陽性を示すこと
から、DNA 傷害性物質との判別が必要となる。本研究は閾値に基づく安全性評価を目的とし、評価系の確
立に関しての 2つの大きな成果を報告している。 
第一に、DNA 二重鎖切断の数と相関することが知られているγH2AX と、アポトーシスマーカーである
caspase-3を使ってフローサイトメトリー (FCM)により DNA傷害性物質と異数性誘発物質の分離を行って
いる (γH2AX-FCM法)。従来、この二つの物質の判別には、顕微鏡下で小核中の動原体を検出する手法を用
いていたが、非常にスループットの低い方法であった。著者は、異数性誘発物質は、アポトーシス抑制によ
る小核保有細胞数の増加が報告されていたことや紡錘体形成異常による細胞分裂の異常が起こることからア
ポトーシスが誘導されやすいと考えた。本論文で確立した評価法では、抗γH2AX 抗体、及び抗切断型
caspase-3抗体を用いて DNA 傷害性物質であるマイトマイシン C 及びエトポシド、異数性誘発物質である
パクリタキセル、及びビンブラスチン処置後の細胞を染色し、FCM でγH2AX＋/caspase-3－及びγH2AX＋
/caspase-3＋細胞を解析している。in vivo 小核試験の最高用量となる細胞毒性が認められる濃度において、
全細胞中のγH2AX＋細胞はマイトマイシン C が 29.2%、エトポシドが 21.4%、パクリタキセルが 28.5%、
ビンブラスチンが 18.7%であり、いずれも溶媒対照と比べて明らかに有意な上昇を示していた。全細胞中の
γH2AX＋/caspase-3－細胞はマイトマイシン C が 27.5%、エトポシドが 19.3%、パクリタキセルが 8.6%、
ビンブラスチンが 7.2%となり、DNA傷害性物質のみ有意に増加した。全細胞中のγH2AX＋/caspase-3＋細
胞はマイトマイシン Cが 1.7%、エトポシドが 2.1%、パクリタキセルが 19.9%、ビンブラスチンが 13.9%と
なり、異数性誘発物質のみ有意に増加した。以上の結果から、DNA傷害性物質は生細胞のγH2AXを増加さ
せるのに対し、異数性誘発物質が誘発するγH2AXはアポトーシス細胞由来であるという結論を得た。動原体
による識別法では DNA傷害性の有無を証明することはできないため、γH2AX-FCM法により異数性誘発物
質に DNA傷害がないことを示唆した事はリスク評価において重要であると判断される。 
第二に、核酸染色剤である hoechst33258と propidium iodideの塩基対結合性の違いを利用して DNAと
RNAの分離染色法を作製し、in vivo小核試験に必要な幼若赤血球、及び小核保有幼若赤血球を FCMで検
出を行った (Fluorescent dye-based FCM：FD-FCM法)。In vivo小核試験は観察細胞数が非常に多いこと
から、スループットの向上を目的とした FCM 法がこれまでにも報告されていたが、観察細胞の分離が不十
分なものであった。本論文で確立した評価法では、陽性対照サンプルを希釈して小核保有幼若赤血球検出の
直線性を示した。小核保有幼若赤血球は、溶媒対照レベルである 0.2%から陽性対照レベルである 5%まで定
量的に検出が可能であった。また、In vivo小核試験で使用する 2種類のサンプルである血液細胞と骨髄細胞
について、顕微鏡観察結果との比較を行ったところ、本評価法と顕微鏡観察の相関係数は、幼若赤血球比率
が 0.73（血液）及び 0.91（骨髄）、小核保有幼若赤血球比率が 0.97（血液）及び 0.99（骨髄）であった。さ
らに、同一サンプルを 10回測定して測定再現性を検出した結果、FD-FCM法は顕微鏡観察より精度が高い
ことが示された。 評価のスループットを上げることにより、in vivo小核試験で多くの試験濃度について細
胞観察が可能になることから、正確な閾値の算出に貢献できると考える。 
FCM による評価法の利点は、評価細胞数が多く試験精度が上げられることやスループットが高いことで
ある。また、細胞周期変化の情報を得ることや複数のマーカーを使うことは作用メカニズムの理解に役立つ。
これまで顕微鏡観察による in vitro 小核試験は 3 週間、in vivo 小核試験は 3 ヶ月を要していたが、
γH2AX-FCM 法や FD-FCM 法では数時間で評価することが可能であり、観察者の人数を三分の一に削減で
きると考えられる。本論文で確立されたγH2AX-FCM法は遺伝毒性試験スクリーニング法として使用されて
おり、異数性誘発メカニズムの推定に役立っている。また、FD-FCM法は小核保有幼若赤血球をソーティン
グすることで、in vivo小核試験の動原体染色による異数性誘発物質判別の効率化に貢献している。 
 
 
 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
医薬品開発段階で、遺伝毒性を示す物質の場合、有望な候補物質も研究開発の早期に段階で、その開発が、
断念される。異数性誘発物質は、重大な遺伝毒性をもたらすが、直接 DNA に働きかけず、また、遺伝毒性
に関しての閾値が存在する。閾値に基づく安全性評価ができる場合、その候補物質の摂取許容量を設定する
ことが可能となる。しかし、従来法では、コストやスループットが低く、時間と費用がかかることがネック
となっていた。 
著者は、上述した課題を克服するために、DNA二重鎖切断の数と相関することが知られているγH2AXと
アポトーシスマーカーである caspase-3を使って、フローサイトメトリー を行い、DNA傷害性物質と異数
性誘発物質の分離を成功している。本研究の結果は、遺伝毒性閾値のある医薬品開発を可能にし、有効な医
薬品の創出に繋がる点で、生命産業科学分野に大きく貢献している。今後の遺伝毒性評価は定性的判定から
定量的リスク評価へシフトすることが期待されており、本論文の成果はその一端に寄与することが期待され
る。 
平成 29年 1月 25日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員
によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
 
 
 
 
